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BPAG1:bullous pemphigoid antigen 1 
BSA:bovine serum albumin   
CAM-DR:cell adhesion mediated drug resistance 
CD:circular dichroism 
CRM:confocal reflection microscopy 
DABCO:1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane  
DAPI:4',6-diamidino-2-phenylindole 
DDR:discoidin domain receptor 
EDTA:ethylenediaminetetraacetic acid  
EGF:epidermal growth factor 
EGFR:epidermal growth factor receptor 
EGTA:ethylene glycol tetraacetic acid 
Erk1/2:extracellular signal regulated kinase 1/2 
FAK:focal adhesion kinase 
GAPDH:glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 
Grb2:growth factor receptor-bound protein 2 
HD:hemidesmosome 
HFFs:human foreskin fibroblasts 
HFKs:human foreskin keratinocytes  
HPV-16:human papillomavirus type 16 
HRP:horseradish peroxidase  
JNK:c-JUN N-terminal kinase 
LAMB3:laminin beta 3 gene (human) 
LAMC2:laminin gamma 2 gene (human) 
LAMA5:laminin alpha 5 gene (human) 
MAPK:mitogen-activated protein kinase 
 vi 
MEK:MAPK/ERK kinase  
MMPs:matrix metalloproteinases 
mTOR:mammalian target of rapamycin 
MTT:methyl thiazolyl tetrazorium 
PBS(-):phosphate-buffered saline without magnesium and calcium 
PBS-T:PBS(-) with Tween 20 
PCR:polymerase chain reaction 
PI3K:phosphoinositide 3-kinase 
PKB:protein kinase B  
PMSF:phenylmethylsulfonyl fluoride 
p38:p38 mitogen-activated protein kinase 
QCM:quartz crystal microbalance 
Ras:rat sarcoma 
RT-PCR:reverse transcription polymerase chain reaction 
SDS:sodium dodecyl sulfate  
SDS-PAGE:sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis   
Shc:sh2-containing sequence  
TBS-T:tris buffered saline with Tween 20 
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 IV 型コラーゲンは主に基底膜を構成する非線維性コラーゲンである。IV 型コラー
ゲン分子は三本鎖らせん構造をとるが I型コラーゲン分子とは異なり、C末端側に NC1
ドメイン、N 末端側に７S ドメインと名付けられたシステイン残基に富む非らせん領
域があり、中央部にはらせん領域には 20 ヶ所以上らせん構造の中断がある。IV 型コ
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図１	 皮膚ならびに表皮 •真皮結合部領域の模式図  
A	 皮膚模式図	 細胞の分子生物学  第 4 版  (2002) p1261 Fig. 22-2 より引用。  
B	 ヘミデスモソームから表皮基底膜にかけての構造の模式図   
Nievers, M.G., Schaapveld, R.Q., Sonnenberg, 1999. Matrix Biology 18: 5-17. Fig. 1 より引用。  
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第１章	 	 I 型コラーゲン線維ゲル上で低濃度カルシウム培地を用いた	 














	 HFKs は健常な皮膚では I型コラーゲン線維に接することはない[1]。しかし表皮の
一部が欠失して真皮に到達する重篤な創傷時には、HFKs は真皮部分に遊走して増殖
し、基底膜を再生することが知られている。創傷治癒のモデルとして HFKs を I 型コ
ラーゲン分子上で培養すると、培養初期には HFKs は接着斑を形成し、インテグリン
!2"1 が接着斑に集積する[29、35]。その後、細胞はラミニン 5 を産生し、産生したラ
ミニン 5 は培養皿に吸着する。沈着したラミニン 5 に接着するために、インテグリン
は !3"1 あるいは !6"4 が接着斑に集積するようになり、細胞は増殖を維持する[29、
















I 型コラーゲン溶液を 1	 mg/mL 濃度で中和し、培養容器に分注した後、37	 ℃に温度





	 ヒト新生児包皮は Fred Hutchinson Cancer Research（Seatle、WA）関連病院より入手
した。新生児包皮より HFKsを Boyce and Hamの方法[26]をもとにした Carter らの方
法[30、35]に従って調製し、表皮角化細胞無血清培地 K110 Type II(極東製薬工業株式
会社、東京、日本)を用いて培養した。HPV-16 導入で不死化した新生児包皮表皮角化
細胞株である FEPE1L-8 細胞は、Dr. W. G. Carter (Fred Hutchinson Cancer Research 
Center、Seatle、WA)から供与され、HFKs同様に K110 Type II培地を用いて培養した。
ヒト包皮線維芽細胞(HFF)は新生児包皮よりコラーゲナーゼを用いて調製し、10	 %牛
胎児血清含有 RPMI-1640培地（Sigma、St Louis、USA）培地で培養を維持した。 
	 I 型コラーゲンは	 新生仔牛皮膚より 0.5	 M 酢酸を用いる Kleinman らの方法[15]で
調製し、1	 mM 塩酸に置換した I 型コラーゲン溶液を用いた。培養容器に I 型コラー
ゲンを分子状に塗布するために、I 型コラーゲン溶液(10	 µg/ｍL)を室温で 2 時間静置
した後、PBS(-)で洗浄した。I 型コラーゲンを線維状に塗布するために、I 型コラーゲ
ン溶液を中性条件 1	 mg/mL で培養容器に分注した後、37	 ℃、CO2インキュベーター
 10 




抗ヒトインボルクリン−ウサギポリクローナル抗体は Biogenesis Ltd. (UK)より、抗ヒ
トビンキュリン$マウスモノクローナル抗体は ICN Biomedicals, Inc. (OH、USA)より、
抗ヒトエピライグリン（ラミニン5）−マウスモノクローナル抗体と抗ヒトラミニン（!5
鎖）-マウスモノクローナル抗体	 は Chemicon International. Inc. (CA、USA)	 より購入
した。抗ヒトインテグリン!2"１−マウスモノクローナル抗体、P4B4 および抗ヒトイ
ンテグリン!3"1−マウスモノクローナル抗体、P1F2はDr. W. G. Carter (Fred Hutchinson 
Cancer Research Center)より供与された。抗ヒトラミニン!3鎖C末端-ヤギポリクローナ
ル抗体、C-19	 は	 Santa Cruz Biotechnology. Inc. (Santa Cruz, CA)より購入した。 抗ヒト
Akt-ウサギポリクローナル抗体 および 抗ヒトphospho-Akt (Ser473)-ウサギポリクロ
ーナル抗体	 はNew England Biolabs, Inc. (NE)より購入した。抗ウシI型コラーゲン抗体
は LSL (日本)より購入して使用した。	 
	 
1.2.3	 生細胞と死細胞の測定	 
	 HFKs、FEPE1L-8、HFFs それぞれの細胞を I 型コラーゲン分子と線維ゲル上で培養
し生細胞数と死細胞数をトリパンブルー染色法で計測した。生細胞は細胞膜の低分子
透過性が低く染色されないが、死細胞は細胞膜の完全性が失われ透過性が上がるため
トリパンブルー色素で染色されるようになる。細胞播種前に 24-well plate を前述
（1.2.1）の方法で処理して、I型コラーゲン分子、線維ゲルを調製した。未処理の培
養容器、  I 型コラーゲン分子および I 型コラーゲン線維ゲル上に、HFKs（2	 x	 104	 
cells/well）、FEPE1L-8(1	 x	 104	 cells/well)を K110 type II培地に懸濁して播種し、9 日間
CO2 濃度 5 %、37 ℃で培養した。HFFs(2 x 104 cells/well)は 10	 %牛胎児血清含有
RPMI-1640 培地を使用し 8 日間培養した。未処理の培養容器および I 型コラーゲン分
子上で 1 日、３日、５日、７日、９日培養した時点で、0.02 % EDTAを含む 0.05 %
トリプシンを 37	 ℃、5 分間処理して細胞を回収し、100	 µL の培地に再懸濁した。同
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量の 0.15 % トリパンブルー（和光純薬）を加えて位相差顕微鏡下で細胞を観察し、
非染色細胞数（生細胞）と染色細胞（死細胞）を計数した。I 型コラーゲン線維ゲル
上培養の細胞は培養後、培地を除去した後、0.1 % コラーゲナーゼ溶液（CLS1、





種前に、12-well heavy Teflon-coated slides（Thermo Fisher Scientific Inc.）を上述（1.2.1）
の方法でコラーゲン溶液を処理し、I型コラーゲン分子でコートされたスライド、I型
コラーゲン線維ゲルでコートされたスライドを調製した。HFKs、FEPE1L-8(5	 x	 103 
cells/well)細胞を基質上に播種し、HFKsは 4 時間、1 日、2 日間、4 日間培養し、FEPE1L-8
細胞は 1 日、4 日間、8 日間培養した後 2 %ホルムアルデヒド溶液を添加し、室温で
20 分間静置してタンパク質を固定した。その後 1 % trironX-100溶液を添加し室温で 2
分間処理した。PBS(-)で細胞を洗浄した後、1	 % BSA溶液で室温、1時間ブロッキン
グ処理した後、DNA 鎖の分解断片を定量キット In Situ Cell Death Detection Kit, 
Fluorescein kit (Roche Diagnostics GmbH 、 Mannheim 、 Germany) を 用 い て
fluorescein-conjugated deoxyuridine 5’-triphosphate and terminal deoxynucleotidyl 
transferase で標識した。蛍光顕微鏡下で観察し、染色された細胞をアポトーシス誘導
細胞とした。同時に DAPI (Vector Laboratories Inc. Burlingame, CA) (1 % BSA溶液にて
500 倍に希釈)を添加して、 細胞核を染色し、蛍光顕微鏡下で観察、計数しこれを全
細胞数とした。各条件で総細胞数 500〜1000 細胞となるように代表的な染色像を示す
視野を観察した。TUNEL 陽性細胞数を DAPI 陽性細胞数で除算して百分率を計算し、
アポトーシス誘導率とした。 
	 細胞の分化を分化マーカーであるインボルクリンの発現で測定した。TUNEL法の場
合と同様に細胞播種前に、12-well heavy Teflon-coated slidesを上述の方法でI型コラー
ゲン溶液を用いて処理し、I型コラーゲン分子でコートされたスライド、I型コラーゲ




して、タンパク質を固定し、1 % Triron X-100溶液で2分間処理をした。PBS(-)で細胞






	 細胞播種前に、12-well heavy Teflon-coated slidesを上述の方法でI型コラーゲン溶液
を用いて処理し、I型コラーゲン分子でコートされたスライド、I型コラーゲン線維ゲ
ルでコートされたスライドを調製した。HFKs (5	 x	 103	 cells/well)を基質上に播種し、
4時間、1日、2日間、培養した後、2 % ホルムアルデヒド溶液を室温で20分間処理し




Chemical Co.）	 （2.5	 mg/mL）溶液を用いて封入、共焦点レーザー顕微鏡LSM 410 system 














1.2.7	 RNA抽出と RT-PCR 
	 I型コラーゲン分子上で2日間培養したHFKs（6 x 105 cells/well）をPBS(-)で洗浄した
後、細胞層をかき取り回収した。またI型コラーゲン線維ゲル上で2日間培養したHFKs
（4 x 105 cells/well）をPBS(-)で洗浄した後、線維ゲルごと回収し、RNeasy Mini kit 
(Qiagen、Germany)を用いてtotal RNAを抽出した。I型コラーゲン分子上培養試料から
は4 µg、I型コラーゲン線維ゲル上培養試料からは0.4 µgのtotal RNAを回収した。それ
ぞれ100 ngのtotal RNAを用いてcDNAに逆転写し、Ready-To-Go reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction beads (Amersham Pharmacia Biotech、USA)を定法
通りに用いてポリメラーゼ連鎖反応を行った[44]。ラミニン5に対してラミニン"3鎖、
ラミニン#3鎖の2種類のPCRを行った。用いたプライマーを以下に記す。	 
	 LAMB3-F： 5’-TGAGGTTCAGCAGGTACTGC-3’ 
 LAMB3-R： 5’-TAACTGTCCCATTGGCTCAG-3’ 
 LAMC2-F:  5’-CTGAGTATGGGCAATGCCAC-3’ 
 LAMC2-R:  5’-GCTCTGGTATCAACCTTCTG-3’ 





LAMA5-R :  5’-GGGGTAGCCATGAAAGCCCG-3’ 













した。I型コラーゲン分子上での培養細胞は、PBS(-)で洗浄した後、0.5 %SDS、15 mM 
Tris–HCl 緩衝液(pH 6.8)、0.1	 mLを加えて、細胞をかき取り回収した。これらの（馴
化培地２種およびI型コラーゲン線維ゲル、I型コラーゲン分子上で培養した細胞と細
胞周囲の細胞外マトリクス）試料は等量のSDS-PAGE泳動用緩衝液（4 % SDS、125 mM 






サギポリクローナル抗体(ICN Pharmaceutical Inc.、USA.) を添加して1時間静置した。
PBS-Tを用いて余剰の抗体を洗浄した後、Western blot detection system, Enhanced 
Chemiluminescence Plus (Amersham Pharmacia Biotech、UK)を用いてFuji RX-U medical 
X-ray film (Fuji Photo Film Co. Ltd.、日本)上で、ラミニン"3鎖を可視化した。	 
.	 
1.2.9	 I型コラーゲン線維とラミニン 5 の相互作用解析 
	 ラミニン5とI型コラーゲンのタンパク質$タンパク質相互作用を定量するために、水







測することができる。Affinix Q system では金属薄膜に30 pgの物質が吸着すると周波









分子、線維ゲル上に、それぞれHFKs（1 x 106	 cells/well）をK110 Type II培地に懸濁し
て播種し、１時間、4時間、22時間培養した。線維ゲル上で培養した細胞はPBS(-)を用
いて洗浄し、線維ゲルを1.5 mL容エップンドルフチューブに回収し、10000 rpm、5分
間、遠心分離し、得られた沈殿に0.5 mLのcell lysis緩衝液 (20 mM Tris–HCl (pH 7.5)、
150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 mM EGTA、1 % TritonX-100、2.5 mM sodium pyrophosphate、
1 mM "-glycerol phosphate、1 mM Na3VO4、1 µg/mL leupeptin、1 mM PMSF) を添加し
て、氷上5分間静置した。I型コラーゲン分子上で培養したHFKsはPBS(-)を用いて洗浄
後、上述 のcell lysis緩衝液、0.5 mLを添加して、氷上5分間静置し、セルスクレイパ
ーを用いてかきとった。いずれの試料も氷上で5秒間、4回超音波処理を施した後、4	 ℃、
10000 rpmで10分間、遠心分離した上清を回収した。これを電気泳動試料とした。上清
は同量の電気泳動用緩衝液（4	 % SDS、125 mM Tris–HCl (pH 6.8)、15 % glycerol、
0.018 % bromphenol blue）を加え、100	 ℃、2分間加熱後に	 10 ％ポリアクリルアミド
ゲルを用いて電気泳動を行った。泳動後のアクリルアミドゲルは前述１.2.8同様の方
法でニトロセルロース膜に転写したのち、5 % nonfat dry milk / TBS-T溶液で1時間室温、
振盪操作を行いブロッキング操作を行った。続いて	 抗Akt 抗体あるいは抗リン酸化
Akt (Ser473)	 抗体を希釈しニトロセルロース膜を浸して4	 ℃、一晩静置した。TBS-T	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溶液で10分、3回洗浄した後、HRP標識二次抗体に室温で1時間浸して静置した。ウエ





	 HFKs、HFFsおよび FEPE1L-8細胞を I型コラーゲン線維ゲル上で培養し、細胞形態
を位相差顕微鏡を用いて観察した。I 型コラーゲン分子上培養では 3 種類の細胞はそ
れぞれ特徴的な形態で、すべてよく接着し、伸展しながら増殖を続けた。HFKs およ
び FEPE1L-8 細胞形態の位相差顕微鏡観察像を経時的に図 2 に示す。HFKsは、培養 3
時間（図 2A）、1 日間（図 2B）、3 日間（図 2C）、FEPE1L-8 細胞は 4 時間（図 2G）、1
日間（図 2H）、2 日間（図 2I）に示す。I型コラーゲン分子上で 3 種すべての細胞は増
殖を続けた。生細胞および死細胞数を図３に示した。（図 3 の■は I型コラーゲン分子
上で培養した生細胞数。Aは HFKs、Bは FEPE1L-8細胞、Cは HFFs）。	 











	 I 型コラーゲン線維ゲル上培養した HFKs、FEPE1L-8 細胞に誘導される細胞死がア
ポトーシスか確認するために TUNEL法で DNA断片化を検出した。その結果、表 1に
示すようにコラーゲン分子上で培養した HFKs は 4 時間から 4 日までの培養期間で、
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FEPE1L-8細胞は培養 1〜8 日間でアポトーシス誘導はほとんど観察されなかった。一
方、I型コラーゲン線維ゲル上で培養した HFKsは培養後 1 日まではアポトーシスは誘
導されないが、2 日目にはすべての細胞に誘導された（表 1A）。I型コラーゲン線維ゲ
ル上で FEPE1L-8細胞は、1 日目は 1.2 %、培養 4 日で 58 %、培養 8 日目で 80	 %の細
胞にアポトーシスが誘導された（表 1B）。 
	 HFKs（表 1A）、FEPE1L-8細胞（表 1B）の I型コラーゲン線維ゲル培養での分化誘
導率を抗インボルクリン抗体で検出した。I 型コラーゲン線維ゲル上で培養した細胞
を抗インボルクリン抗体で染色し蛍光顕微鏡下で計数し、インボルクリン発現細胞を









リン !2"1、ラミニン受容体であるインテグリン !3"1 の集積を免疫染色法を用いて染
色し観察した。同時にインテグリン !3 が認識する基質となるラミニン 5、ラミニン !5
鎖の足場への沈着を 4 時間、1 日、2 日と経時的に観察した。HFKs はラミニン 5、ラ
ミニン !5 鎖を産生することが報告されている[10]。まず I型コラーゲン分子上培養の
場合、培養数時間から 2 日までビンキュリンの接着斑への集積が継続して見られた（図
4A$C）。インテグリンは培養 4 時間には !2"1 がはっきりと観察されたが、時間が経つ
につれて徐々に減少した（図 4D$F）。それとは逆にインテグリン !3"1 は培養 4 時間
では細胞周囲は全く観察されないが、時間経過につれ細胞周囲に点状の染色像として
観察されるようになった（図 4G$I）。以上の観察により接着斑に集積するインテグリ
ンは !2"1 から !3"1 に変換していくことが確認された。細胞接着部へのラミニン 5 の
沈着は徐々に強くなった（図 4J$L）。これらの観察は Carter らの報告と一致する[28、
 18 
29]。ラミニン !5 鎖沈着も経時的に増加した（図 4M$O）。	 





が観察できた（図 5B$C）。インテグリンは培養 4 時間には !2"1 がビンキュリン染色
像に似た形に強く染色されたが（図 5D）、培養 1 日では減弱し（図 5E）、2 日目には
染色されなくなった（図5F）。インテグリン !3"1は一貫して接着斑様には染色されず、
はじめは細胞周囲に沿った細かい染色がみられるが徐々に減弱し（図 5G、H）、2 日目










合わせて CRM法で観察することを試みた。I型コラーゲン線維ゲル上で 4 時間培養し
伸展している HFKs を抗ビンキュリン抗体（図 6A）、抗インテグリン !2"1 抗体（図










1.3.5	 ラミニン 5 の産生と沈着	 
	 図 4 に示したように、HFKsは I型コラーゲン分子上で培養するとラミニン 5 を産生
し、産生されたラミニン 5 はプレートに沈着が観察された。一方、図 5 で示したよう
に I 型コラーゲン線維ゲル上にはラミニン 5 沈着が観察されない。そこで次に I 型コ
ラーゲン線維上培養で惹起される HFKsのラミニン5の産生制御を調べることにした。
I 型コラーゲン線維上培養 HFKs はラミニン産生も阻害されているかを確認するため、
ラミニン 10（ラミニン 511）／ラミニン 11（ラミニン 521）に共通に含まれるラミニ
ン !5 鎖、ラミニン 5（ラミニン 332）を特徴的に構成する "3 鎖、#2 鎖について RT-PCR
を行うことにした。HFKsを I型コラーゲン線維、I型コラーゲン分子上で 2 日培養し
て全 RNA を採取、精製し定法に従って RT-PCR を行い、電気泳動を行った（図７）。
I 型コラーゲン線維ゲル上培養試料および I 型コラーゲン分子上培養試料はラミニン
!5 鎖、"3 鎖および #2 鎖すべての遺伝子が発現していることを確認した（図 7 レーン
5）。	 




清には、ゲル上（図 8 レーン 5）でも分子上（図 8 レーン 3）でもラミニン 5 が確認さ
れた。一方コラーゲン分子上培養の場合は細胞含有画分（図 8 レーン 2）にラミニン "3
鎖が確認されるにもかかわらず、コラーゲンゲルには含有されていないことが示され
た（図 8 レーン 4）。免疫染色像と考え合わせると I型コラーゲン線維ゲル上で培養し
た HFKsはラミニン 5 をタンパク質として産生し、培養液中に放出しているものの、I
型コラーゲン線維ゲルには検出限界以下しか沈着しないことが示された。	 
	 次に I型コラーゲン線維ゲルにラミニンが沈着しない原因は、I型コラーゲン線維ゲ
ル上培養で HFKs のラミニン 5 産生量が少ないために沈着量が不十分である可能性を
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考慮し、培養液中にラミニン 5 を添加して培養することで、細胞接着が保たれ HFKs
が生存するか否かを検討することにした。ラミニン 5 分子を HFKs の培養基材として
塗布する場合は、10	 µg/mL程度の濃度で処理することで十分に細胞挙動に影響が生じ
ることは Declineらにより報告されている[48]。そこで終濃度 10	 µg/mLになるように
ラミニン 5 を培地に添加して I型コラーゲン線維ゲル上で HFKsを培養し、TUNEL法
でアポトーシス誘導を観察したところ、若干アポトーシス誘導率が低下した（培養 2
日目に平均約 80 ％のアポトーシス誘導率）。しかし細胞形態の顕著な変化は認められ
ず、結果として細胞死は回避されず、培養液に添加したラミニン 5 は HFKs のアポト
ーシス回避にほとんど影響しないことがわかった（データ非掲載）。	 
	 
1.3.6	 I型コラーゲン線維とラミニン 5 の相互作用	 
	 さらに I型コラーゲン線維ゲルとラミニン 5が相互作用しないことを確認するため、
細胞の関与を除外した系で添加したラミニン 5 と I 型コラーゲン線維ゲルの相互作用
を測定した。水晶発振子を用いた分子天秤 AffinixQ法で I型コラーゲン線維ゲルへの
ラミニン 5 結合を定量することにした。水晶発振子を搭載したチップに I 型コラーゲ
ン線維ゲル(100	 µg/mL、3	 µL)を固定化し、PBS(-)（2	 mL）を満たしたチャンバー中
に浸し BSA あるいはラミニン 5 を最終濃度 0.1	 µg/ｍL となるように添加した。経時
的に振動数を計測したがラミニン 5は BSAと同程度しか I型コラーゲン線維ゲルに沈
着しなかった（図 9■、●）。BSA は I 型コラーゲンと相互作用しないことは Suzuki
らにより報告されている[32]。抗 I 型コラーゲン抗体を添加すると、抗体は経時的に
I 型コラーゲン線維ゲルに接着し、振動数が減少した（図 9、▲）。これらの結果から
ラミニン 5 は I 型コラーゲン線維ゲルにも I 型コラーゲン分子同様相互作用しないこ
とが示された。	 
	 
1.3.7	 Aktの活性化	 	 
	 HFKs生存に関与するセリン/スレオニンキナーゼ Aktの活性化を調べるため、抗 Akt
抗体、抗 Aktリン酸化（ser473）抗体を用いてウエスタンブロットを行った。HFKsを











表１	 I 型コラーゲン分子上および線維ゲル上培養表皮角化細胞のアポトーシス	 
	 	 	 および分化誘導率	 
(A) HFKs	 	 
 4 時間	 1 日	 2 日	 4 日	 




0 % 0.1 % 0 % 0 % 
分化誘導率  
 
0 % 1.0 % 0 % 0 % 




0 % 0.2 % 100 % 100 % 
分化誘導率  
 
0 % 5.0 % 0 % 0 % 
 
(B) FEPE1L-8 細胞  





1.0	 %	 4.0	 %	 3.0	 %	 
分化誘導率  
	 





1.2	 %	 58	 %	 80	 %	 
分化誘導率  
	 




図２	 位相差顕微鏡による細胞形態観察  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上（A-C）および I 型コラーゲン線維ゲル上(D-F)で 3 時間、1 日、3 日
培養した細胞形態を観察した。株化表皮角化細胞 FEPE1L-8 細胞を I 型コラーゲン分子上（G-I）およ
び I 型コラーゲン線維ゲル上(J-L)で 4 時間、1 日、2 日培養した細胞形態を観察した。培養表面の一部
に I 型コラーゲン線維ゲルを形成した培養皿で HFKs を 1 日培養して細胞形態を観察した(M)。（L）  




図３	 I 型コラーゲン分子および I 型コラーゲン線維ゲル上での細胞増殖  
	 HFKs（A）、FEPE1L-8 細胞(B)、およびヒト包皮線維芽細胞(HFFs) (C)を I 型コラーゲン分子上、I 型
コラーゲン線維ゲル上および未処理プレート上で提示した時間培養し、トリパンブルーで染色した後、
生細胞と死細胞を計数した。HFKs、FEPE1L-8 細胞は K110 type II 培地、HFFs は 10 %牛胎児血清含有




図４	 I 型コラーゲン分子上で培養した HFKs のインテグリン、ラミニンの蛍光免疫染
色像  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上で、4 時間(A、D、G、J、M)、1 日(B、E、H、K、N)および 2 日間
（C、F、I、L、O）培養し、以下の抗体を用いて免疫染色を行った。抗ビンキュリン（A-C）、抗イン





図５	 I 型コラーゲン線維ゲル上培養 HFKs インテグリン、ラミニンの蛍光免疫染色像  
	 HFKs を I 型コラーゲン線維ゲル上で、4 時間(A、D、G、J、M)、1 日(B、E、H、K、N)および 2
日間（C、F、I、L、O）培養し、以下の抗体を用いて免疫染色を行った。抗ビンキュリン(A-C)、抗イ






図６	 共焦点反射顕微鏡（CRＭ）による I 型コラーゲン線維と HFKs の接着斑形成の
観察像  
	 HFKs は I 型コラーゲン線維上で 4 時間培養し固定した。細胞を抗ビンキュリン抗体(A)、抗イン





図７	 HFKs が産生するラミニン !3、 "2、#5 鎖の mRNA 発現  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上および I 型コラーゲン線維ゲル上で 2 日培養後、全 mRNA を回収し
て RT-PCR を行い得られた cDNA を 2 ％アガロースゲルで電気泳動、エチジウムブロマイドで染色し
た。(A)ラミニン "3 鎖(Lm "3)、ラミニン #2 鎖(Lm #2)、（B）ラミニン !5 鎖(Lm !5)、GAPDH：レーン
1；前後プライマー添加、逆転写酵素非添加、レーン 2；後プライマーのみ添加、逆転写酵素添加、レ
ーン 3；前プライマーのみ添加、逆転写酵素添加、レーン 4；前後プライマー非添加、逆転写酵素添加、








図８	 ラミニン 5 局在のウエスタンブロッティング解析  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上（レーン 2、3）および I 型コラーゲン線維ゲル上（レーン 4、5）で












図９	 I 型コラーゲン線維とラミニン 5 の相互作用解析  
	 I 型コラーゲン線維とラミニン 5 の結合を、水晶発振子を用いる QCM システム(Affinix Q（イニシア
ム、日本）)を用いて定量した。水晶発振子上に固定された金電極に I 型コラーゲン（100 µg/ml、3 µl）
を PBS(-)で中和し 37 ℃で 1 時間処理して線維を形成させた。電極を 2 ml の PBS(-)を満たしたチャン
バーに浸し水晶発振子振動数の減少を定量した。ラミニン 5（L5：%）、牛血清アルブミン(BSA：&)、
抗 I 型コラーゲン抗体（anti-col.I：▲）  
reaction time (min) 








図 10	 I 型コラーゲン分子および I 型コラーゲン線維ゲル上培養した HFKs における
Akt の活性化  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上（レーン 2、4、6）、I 型コラーゲン線維上（レーン 3、5、7）で、1
時間（レーン 2、3）、4 時間（レーン 4、5）および 22 時間（レーン 6、7）培養した。各条件で培養し
た細胞および播種前（レーン 1）の細胞を可溶化し電気泳動試料とした。電気泳動を行った後、ニト

















































































1.5	 まとめ	 	 
	 I 型コラーゲン分子上で培養したヒト表皮角化細胞はインテグリン !2"1 を介して、
コラーゲン分子に接着し伸展する。その後表皮角化細胞はラミニン 5 を産生し、産生
されたラミニン 5 が培養皿に沈着し、表皮角化細胞は沈着したラミニン 5 にインテグ
リン !3"1、!6"4 を介して接着するようになる。本章では表皮角化細胞を I型コラーゲ
ン線維ゲル上で培養し、細胞挙動を観察した。細胞ははじめインテグリン !2"1 を介





ミニン 5/10/11 を産生するが、産生されたラミニンは培養液中に放出され I 型コラー
ゲン線維ゲルには沈着しない。このとき細胞生存に関与するシグナル伝達物質である
Akt は、I 型コラーゲン線維ゲル上でリン酸化が阻害されていた。I 型コラーゲン線維
ゲルを表皮角化細胞培養の足場に用いると、ラミニン 5 のゲルへの沈着が認められず、
I 型コラーゲン分子を用いた場合とは異なり、表皮角化細胞はラミニン 5 へのインテ





図 11	 I型コラーゲン分子および I型コラーゲン線維ゲル上で培養した HFKsが形成す
る接着様式の模式図  
	 I 型コラーゲン分子および I 型コラーゲン線維ゲル上で培養した HFKs は、培養初期にはインテグリ
ン !2"1 を介してコラーゲンに接着し、Rho の活性化に依存して伸展する。その後 HFKs は自らラミニ
ン 5 を産生し、産生されたラミニン 5 は培養液中に放出される。ラミニン 5 はコラーゲン分子上での
培養では培養皿の空隙に吸着するが、ゲル上には吸着しない。HFKs は I 型コラーゲン分子上ではラミ










	 第１章では HFKs を I 型コラーゲン線維ゲル上で培養した場合、生存に必要なラミ

















63]。また培養 HFKsの細胞外カルシウム濃度を 50 µMから 2 mMに上昇すると、急速
で不可逆な細胞周期停止を引き起こす[64]。逆に HFKs を培養する際、培地中のカル
シウム濃度をあげて分化させると生存シグナルに関与するキナーゼである
Extracellular signal regulated kinase 1/2（Erk1/2）が一時的かつ急速に活性化する[65]。
Erk1/2 活性化経路は複数あり、HFKs は細胞外カルシウム濃度による制御以外にも、
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存制御に関しては古典的 MAPK(Ras、MEK、Erk1/2)経路ほか、p38 経路、JNK 経路、
PI3K 経路等複数が報告されており、PI3K 下流で活性化する Akt リン酸化はアポトー
シスを阻害することが知られている[68]。HFKs の場合、ラミニン 5 へのインテグリ
ン !3"1 を介した接着に続いて、インテグリン !6"4 を介した接着が惹起され、PI3Kを
活性化することが報告されている[55]。さらにインテグリン !6"4 を介した接着に引
き続いて Shcがリン酸化し、Grb2 の集積、Erkおよび JNKの活性化が順次誘導される。












30 µMから 1.8 mMに変換した培養条件で、I型コラーゲン線維ゲル上で HFKsを培養






	 第１章同様、HFKsはBoyce and Hamらの方法に従って調製し[26]、表皮角化細胞用
無血清培地K110 type II(極東製薬工業株式会社、東京)を用いて培養した。I型コラーゲ






37	 ℃、CO2インキュベーター内で2時間、静置した。培養容器は12-well heavy 




	 抗ヒトインボルクリン-ウサギポリクローナル抗体はBiogenesis (South Coast、UK)、




W. G. Carter博士(Fred Hutchinson CancerResearch Center、Seattle、WA、USA)により供
与された。抗インテグリン!6"4（CD49f）-ラットモノクローナル抗体はImmunotech 
(Marseille、France)より入手した。抗Akt -ウサギポリクローナル抗体と抗リン酸化Akt 
(Ser473)	 -ウサギポリクローナル抗体はCell Signaling Technology (Beverly、MA、USA)
より購入、抗Erk1/2-マウスモノクローナル抗体は、Stresgen Biotechnologies (Victoria、
BC、Canada)より、抗リン酸化Erk1/2-ウサギポリクローナル抗体(E-4) (Tyr204) はSanta 
Cruz Biotechnology (Santa Cruz、CA、USA)、抗FAK-マウスモノクローナル抗体（クロ
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ーン4.47）は Upstate Biotechnology (Lake Placid、NY、USA)より購入した。抗リン酸







	 第１章同様、TUNEL法でアポトーシス誘導を定量した。細胞播種前に、12-well heavy 
Teflon-coated slides（Thermo Fisher Scientific Inc.、USA）を上述の方法で I型コラーゲ
ン溶液処理して、I型コラーゲン分子、コラーゲン線維ゲルを調製した。HFKs(5	 x	 103	 
cells/well)を基質上に播種し、4 時間、1 日、２日間、4 日間培養した後、2 % ホルム
アルデヒド溶液を室温で 20 分間処理して固定し、1 % Triron X-100溶液を室温で 2 分
間処理した。PBS(-)で細胞を洗浄し、1 % BSA溶液で室温、1 時間ブロッキング処理
した後、DNA鎖の分解断片を定量キット In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein kit 
(Roche Diagnostics GmbH、Mannheim、Germany)を用法通りに用いて細胞を標識し、蛍
光顕微鏡下で観察、アポトーシス誘導細胞を計数した[41]。同時に DAPI (Vector 




	 細胞分化を、分化マーカーであるインボルクリン発現細胞で評価した。12-well heavy 
Teflon-coated slidesを上述の方法でI型コラーゲン溶液処理して培養基質とし、HFKs (5 
x 103 cells /well)を基質上に播種し、4時間、1日、２日間、4日間培養した。2 % ホルム
アルデヒド溶液で細胞を固定し、0.1 % Triron X-100 溶液を用いて透過処理を行った。
PBS(-)で細胞を洗浄、1 % BSA溶液でブロッキング後、抗インボルクリン抗体、およ







	 各基質上で培養した HFKs から培地を除去し細胞と基質を PBS(-)で洗浄した。その
後改変ザンボーニ固定液（0.2 % ピクリン酸、4 % パラホルムアルデヒド、0.1 Mリ
ン酸緩衝液（pH7.4））を用いて 30 分処理したのち、1 % オスミウム酸ザンボーニ固
定液で 30 分固定した後、エタノールを用いて脱水した。試料を臨界点乾燥装置
（HITACHI Critical Point Dryer Model HCP-2、日立、東京）を用いて乾燥させた。イオ




	 細胞播種前に、12-well heavy Teflon-coated slides（Thermo Fisher Scientific Inc.、USA）
を１章（1.2.1）と同様の方法でI型コラーゲン溶液によって表面処理をして、I型コラ
ーゲン分子、コラーゲン線維ゲルを調製した。HFKs (5 x 103 cells/ well)を基質上に播種
し、4時間、1日、2日間培養した後、2 ％ ホルムアルデヒド溶液を室温20分処理で固
定し、0.1 % Triron X-100溶液、2	 分間処理した。PBS(-)で細胞を洗浄し、1 ％ BSA
溶液で室温、1時間ブロッキング処理した後、各一次抗体を室温で4時間静置し、PBS-T
で洗浄後にAlexaFluor 488標識抗体を室温で１時間静置したのち、PBS-Tで洗浄して余
剰の抗体を洗い流し、2.5 mg/mL 1,4-diazabicyclo-[2.2.2] octane (Sigma Chemical Co.、
USA) を含む90 % グリセロール溶液を用いて封入、共焦点レーザー顕微鏡LSM 410 
system Plan-Apochromat 63/1.40 Oil (Zeiss、Jena、Germany)を用いて観察、撮影した。	 
	 
2.2.6	 タンパク質リン酸化酵素阻害アッセイ	 
	 細胞播種前に、12-well heavy Teflon-coated slides（Thermo Fisher Scientific Inc.、USA）
を I型コラーゲン溶液で処理して、I型コラーゲン分子、I型コラーゲン線維ゲルを調
製した。HFKs(5	 x	 103	 cells/well)は K110 type II培地に縣濁し、カルシウム濃度を調
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整し、同時に PI3K阻害剤 LY294002(最終濃度 50 µM)	 [73]、MAPK阻害剤 SB202190(最
終濃度 1 µM)	 [74]と U0126(最終濃度 500 nM)	 [75]を添加した。各リン酸化阻害剤は
Merck Bioscience（東京）より購入した。細胞を基質上に播種し 2 日間培養した後 2 % 
ホルムアルデヒド溶液を用いて室温で 20 分間処理して固定し、1 % Triron X-100 溶液





I型線維ゲルの基質を調製した。基質上に、HFKs（1 x 106 cells/ well）をK110 type II培
地に懸濁して播種し、1時間、4時間、22時間、CO2インキュベーター内で培養した。
PBS(-)で洗浄した後、I型コラーゲン線維ゲルの場合はゲルと細胞をPBS(-)で洗浄した
後ともに回収し、1000 rpm、5分間遠心した後沈殿に0.5 mL、cell lysis緩衝液(20 mM 
Tris–HCl (pH	 7.5)、150 mM NaCl、1 mM EDTA、1 mM EGTA、1 % Triton X-100、2.5	 mM 




のSDS-PAGE泳動用緩衝液（4 % SDS、125 mM Tris–HCl (pH	 6.8)、15 % glycerol、0.018 % 
bromophenol blue）を加えて	 3分間湯煎し、10	 % ポリアクリルアミドゲルを用いて電
気泳動後、ニトロセルロース膜（Advantec S045A224D、東洋濾紙）に転写した。転写
後のニトロセルロース膜を5 % nonfat dry milk/TBS-T溶液でブロッキングし、各一次抗
体を5 % nonfat dry milk/TBS-T溶液を用いて希釈し、膜を浸して室温で4時間静置した。
TBS-T溶液で洗浄後、希釈二次抗体を添加して室温で1時間静置した。TBS-Tを用いて







	 低カルシウム濃度培地（含有カルシウム 30 µM）を用いた培養で、HFKsは I型コラ
ーゲン分子上で良く伸展した（図 12A、図 13A）。一方、低カルシウム濃度培地を用い
て I 型コラーゲン線維ゲル上で培養すると、HFKs の伸展は阻害され丸くなった（図
12C、図 13C）。	 
	 高カルシウム濃度培地（含有カルシウム 1.8 mM）を用いて I型コラーゲン分子上で
培養すると、細胞間の相互作用が強まり細胞が隙間なく伸展し、単層に伸展するとこ
ろが観察された（図 12B、図 13B）。高カルシウム濃度培地を用いて I型コラーゲン線
維ゲルの上で培養すると、HFKs は部分的に層をなし、細胞同士が重なり合い細胞塊
を形成した。細胞塊上部の細胞は比較的収縮しており、ゲルと接着している細胞は比
較的伸展していた（図 12D、図 13D）。	 
	 
2.3.2	 アポトーシスと分化誘導	 
	 低カルシウム濃度培地を用いた HFKs培養で、I型コラーゲン分子上では培養 4 日ま
でアポトーシス誘導および分化誘導はなかった（図 12E、F）。一方、低カルシウム濃
度培地を用いて I型コラーゲン線維ゲル上で培養すると、すべての HFKsは分化せず、
培養 2 日目でアポトーシスを誘導した（図 12E、F、第１章）。	 
	 高カルシウム濃度培地を用いて培養すると、HFKs は I 型コラーゲン分子および I
型コラーゲン線維ゲルの上で、培養１日から分化マーカーを発現し、培養 4 日ですべ
ての細胞が分化マーカーを発現した（図 12F）。すべての細胞で培養 4 日までアポトー
シスは誘導されなかった（図 12E）。	 
	 






	 第１章で示したように、低カルシウム濃度培地を用いた I 型コラーゲン線維ゲル上
での培養ではラミニン 5 は沈着しなかった（図 14G-I）。高カルシウム濃度培地を用い
た I 型コラーゲン線維ゲル上での培養では、ラミニン 5 は細胞塊周辺に沈着した。沈
着量は I型コラーゲン分子上培養の場合よりも少なかった（図 14J-L）。	 
	 
2.3.4	 インテグリンの局在	 
	 低カルシウム濃度培地を用いた I 型コラーゲン分子上の培養では、HFKs は培養 1
日、2 日目とも細胞周囲に接着斑が観察された（図 15A、図 16A）。1 日目はインテグ
リン !2"1 の接着斑への集積が強くインテグリン !3"1 の集積は弱いが、培養 2 日目に









テグリンは経時的に !2"1 から !3"1 に変化した。インテグリン !6"4 の集積も培養 1





った（図 15M、図 16M）。インテグリン !2"1 の接着斑様構造への集積は 2 日目まで保
持されていた（図 15N、図 16N）。インテグリン !3"1 の細胞塊周辺部への集積は、培
養１日目、培養 2 日目ともに観察された（図 15O、図 16O）。インテグリン !6"4 の染
色も維持されたが、強く染色される部分があり局在が示唆された（図 15P、図 16P）。	 
 45 
	 高カルシウム濃度培地を用いた場合、I 型コラーゲン線維ゲル上で培養した HFKs
と I 型コラーゲン分子上で培養した HFKs のビンキュリン染色像を比較すると、接着
斑様構造の形が異なることがわかった。培養 2 日目に形成された接着斑様構造の長軸
の長さを計測すると、I型コラーゲン線維ゲル上では長さは様々で（2〜9 µm（平均 7.1 
µm、n=30））、線維上に細長く形成されていた。一方 I型コラーゲン分子上での培養で
形成される接着斑様構造の形は比較的均一で、長さは短く 2〜4 µm（平均 3.4 µm、n=30）
であった（データ非掲載）。	 
	 
2.3.5	 ラミニン 5 以外の基底膜関連タンパク質の沈着	 
	 I 型コラーゲン分子上では培地のカルシウム濃度に関わらず、IV 型コラーゲン（図
17A、C）、BP180（XVII型コラーゲン）（図 18A、D）が沈着したが、VII型コラーゲ
ンは沈着しなかった、（図 18B、E）。	 
	 第 1 章で示したように低カルシウム濃度培地を用いた I 型コラーゲン線維ゲル上培
養では、HFKs とゲルとの接着は阻害され、解析したすべての型のコラーゲンは沈着
していなかった（図 17E、図 18H、図 18G）。高カルシウム濃度培地を用いて I型コラ
ーゲン線維ゲル上で培養した場合は、解析したすべての型のコラーゲン、IV型コラー
ゲン（図 17G）、BP180（XVII型コラーゲン）（図 18J）、VII型コラーゲン（図 18K）
の沈着が観察された。E-カドヘリンは高カルシウム濃度培地を用いた培養で I 型コラ
ーゲンの会合体形成の有無にかかわらず細胞間に発現した（図 17D、H、図 18F、L）。








た HFKsを固定後、DAPI で染色し、アポトーシス誘導状態を観察した。MEK1/2 阻害
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剤として U0126[73]を、p38MAPK 阻害剤として SB202190[74]を、そして PI3 キナー
ゼ活性化阻害剤として LY294002[75]を用いた。	 
	 I型コラーゲン分子上で培養したとき、HFKsは培地カルシウム濃度に依らず、PI3K
















には I 型コラーゲン線維ゲルおよび I 型コラーゲン分子上で、カルシウム濃度の異な




加した。（図 20 レーン 1、3）。一方 I 型コラーゲン線維ゲル上の培養ではカルシウム
含有濃度に関わらず、Akt のタンパク質は発現しているがリン酸化は培養１時間目か
ら抑制され経時的に低下した（図 20 レーン 2、4）。	 
	 コラーゲン分子上培養ではカルシウム濃度に関わらず、Erk1/2 のタンパク質量およ
 47 
びリン酸化タンパク質量は共に経時的に増加した（図 20 レーン 1、3）。I 型コラーゲ
ン線維ゲルの上で低カルシウム濃度培地を用いて培養した HFKsは、Akt同様、Erk1/2
のタンパク質は発現しているがリン酸化は経時的に低下した（図 20 レーン 2）。一方、
I型コラーゲン線維ゲル上で高カルシウム濃度培地を用いた培養では Erk1/2 タンパク
質およびリン酸化は経時的に増加した（図 20 レーン 4）。	 
	 
2.3.8	 接着斑キナーゼの活性化	 
	 I 型コラーゲン分子上で培養した場合、培地のカルシウム濃度に関わらず、FAK の
タンパク質量およびリン酸化タンパク質量は共に経時的に増加し、接着斑を介して細
胞内にシグナルが伝達されていることが示唆された（図 20 レーン１、3）。一方 I型コ
ラーゲン線維ゲル上で培養した場合は、培地のカルシウム濃度に依存せず、Akt 同様
FAKのタンパク質は発現していたが、397 位のチロシンのリン酸化は 4 時間では観察






図１２	 HFKs の位相差顕微鏡観察、アポトーシス誘導率および分化誘導率  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（A）、1.8 mM カルシウム含有培地（B）、
I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（C）、1.8 mM カルシウム含有培地（D）を用












図１３	 HFKs の電子顕微鏡観察像  
	 HFKs を I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（A）、1.8 mM カルシウム含有培地（B）、
I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（C）、1.8 mM カルシウム含有培地（D）を用




図１４	 HFKs が産生するラミニン 5 の蛍光免疫染色像  
	 HFKs は I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（A-C）、1.8	 mM カルシウム含有培地
（D-F）、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（G-I）、1.8	 mM カルシウム含有培地
（J-L）を用いて 5 時間(A、D、G、J) 、1 日(B、E、H、K)、2 日(C、F、I、L) 間培養した。その後固




図１５	 HFKs が形成する培養 1 日目の接着斑の蛍光免疫染色像	 
	 HFKs は I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（A-D）、1.8 mM カルシウム含有培地
（E-H）、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（I-L）、1.8 mM カルシウム含有培地
（M-P）を用いて 1 日間培養した。その後固定し、抗ビンキュリン抗体(A、E、I、M)、抗インテグリ





図１６	 HFKs が形成する培養 2 日目の接着斑の蛍光免疫染色像	 
	 HFKs は I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（A-D）、1.8 mM カルシウム含有培地
（E-H）、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（I-L）、1.8	 mM カルシウム含有培地
（M-P）を用いて２日間培養した。その後固定し、抗ビンキュリン抗体(A、E、I、M)、抗インテグリ






図１７	 培養１日目 HFKsが産生する IV型コラーゲンおよび E-カドヘリンの蛍光免疫
染色像	 
	 HFKs は、I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地(A、B)、1.8 mM カルシウム含有培地
(C、D)を、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地(E、F)、1.8	 mM カルシウム含有
培地(G、H)を用いて 1 日間培養した。固定した後、抗 IV 型コラーゲン抗体(A、C、E、G)および、抗
E-カドヘリン抗体(B、D、F、H)を用いて染色した。	 
	  














図１８	 培養２日目に HFKs が産生する BP180、VII 型コラーゲンおよび E-カドヘリン
の蛍光免疫染色像	 
	 HFKs は、I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地(A-C)、1.8 mM カルシウム含有培地
(D-F)を、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地(G-I)、1.8 mM カルシウム含有培地
(J-L)を用いて２日間培養した。固定した後、抗 BP180 抗体(A、D、G、J)、抗 VII 型コラーゲン抗体(B、
E、H、K)および、抗 E-カドヘリン抗体(C、F、I、L)を用いて検出した。  
 
























	 HFKs は I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（A-D）、1.8 mM カルシウム含有培地
（E-H）を用いて、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（I-L）、1.8 mM カルシウ
ム含有培地（M-P）を用いて 2 日間培養し、DAPI を用いて染色し核の形態を観察し、アポトーシス誘
導細胞を観察した。各種キナーゼ阻害剤は、PI3K 阻害剤として LY294002 (最終濃度 50 µM)、MAPK








図２０	 HFKs におけるリン酸化 Akt、Erk1/2、FAK のウエスタンブロッティング解析  
	 HFKs は I 型コラーゲン分子上で 30 µＭカルシウム含有培地（レーン 1）、1.8 mM カルシウム含有培
地（レーン 3）を用いて、I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µＭカルシウム含有培地（レーン 2）、1.8 mM
カルシウム含有培地（レーン 4）を用いて培養した。1 時間(1	 h)、4 時間(4	 h)そして 22 時間(22	 h)
培養後、細胞を可溶化し試料とした。電気泳動後にニトロセルロース膜に転写して抗 Akt 抗体および





HFKsの培養では、I型コラーゲン線維ゲルとラミニン 5 が結合しないために HFKsの
ゲルへの接着が不全になり、アポトーシスが誘導されることが示された。一方、フロ







できる。そこでカルシウム量を 1.8 mMに上げて HFKsを培養することにした。培地
のカルシウム濃度が 30 µMの場合、I型コラーゲン線維ゲル上で HFKs を培養すると培
養 2 日目にはすべての細胞にアポトーシスが誘導された。この結果は 1 章の結果に合
致する。一方、培地のカルシウム濃度を 1.8 mMとした場合、I型コラーゲン線維ゲル























な細胞塊が形成されると考えられる。以上の考察の模式図を図 21 に示す。	 





培養容器表面に接着していることがわかった。この接着斑は培養 1 日目、2 日目とも
に継続して観察された（図 15E、図 16E）。インテグリン !2"1 の集積は培養１日目に
は細胞集積部の周囲に接着斑様に認められたが（図 15F）、2 日目には細胞周縁部への
集積は弱まった（図 16F）。一方、インテグリン !3"1 は培養 1 日目からインテグリン
!2"1 と似た局在を示し（図 15G）、培養 2 日目も接着斑構成因子として維持されてい
た（図 16G）。インテグリン !6"4 は細胞集積周縁部に経時的に強く染色されたが、そ
の部位はビンキュリンを含む接着斑とは一致していなかった（図 15H、図 16H）。一方、
I 型コラーゲン線維ゲルの上で培養した HFKs では、培養 1、2 日目ともビンキュリン
を含む接着斑様構造が立体的に形成された細胞塊の周囲に維持されたが、個々の細胞
周囲には接着斑は観察されなかった（図 15M、図 16M）。インテグリン !2"1 の集積は
培養 1 日目には接着斑様に形成され、2 日間の観察期間を通して、細胞塊周辺のコラ











ナル伝達経路の阻害剤を添加して HFKs を培養し、アポトーシス誘導を TUNEL 法で
観察した。I 型コラーゲン分子上の培養では、培地のカルシウム濃度に依存せず、シ
グナル伝達系で Akt の上流に位置する PI3K 活性を阻害するとほとんどの細胞にアポ
トーシスが誘導された（図 19D、H）。一方 MAPK 経路を阻害してもアポトーシスは












	 高カルシウム濃度培地を用いて I 型コラーゲン線維ゲル上で培養すると、異なる生
存シグナルに依存する２種類の細胞が生じた可能性が示唆されたが、細胞塊全体を解
析するウエスタンブロッテイング法では、全体として、Erk1/2 は活性化するが、Akt








は減弱していった(図 20 レーン 2、4)。このことから I 型コラーゲン線維ゲル上で形
成される接着斑様構造を介して活性化されるシグナルは、コラーゲン分子上培養時と
比べて弱いことが示唆される。	 
	 HFKs の生存とラミニン 5 との接着は密接に相関している[29]。前述のようにラミ
ニン 5 は I型コラーゲン分子とは直接結合しない[38]。しかし今回の解析で、I型コラ
ーゲン線維ゲル上で HFKs を培養すると、ラミニン 5 が沈着することがわかった。こ
の理由を考察すると、(1)細胞外カルシウム濃度の上昇により HFKsのラミニン 5 産生
量が増加し、非特異的に I型コラーゲン線維に沈着した可能性、あるいは、(2) HFKs
が産生するタンパク質を介して間接的にラミニン 5 と I 型コラーゲン線維が結合した
可能性を考えている。後者については、生体でも真皮層と基底細胞層は直接接触せず、
ヘミデスモソームや基底板、アンカリングフィブリルなどの構造を介して結合してい
る（図 1B）。この構造構成成分を HFKs が産生し連鎖的に相互作用すれば、実験系で
も間接的にラミニン 5 を係留する可能性があると考えた。そこでヘミデスモソーム構
成成分である BP180、アンカリングフィブリル構成成分である VII 型コラーゲン、お
よび基底膜構成成分であるラミニン 5、IV型コラーゲンの免疫染色を試みた。すると
培養１日目で、I 型コラーゲン線維ゲル上で低カルシウム濃度培地を用いた場合を除
き、ラミニン 5（図 14B、E、H、K）、IV型コラーゲン（図 17A、C、E、G）の沈着が
認められた。さらに培養 2 日目になると I 型コラーゲン線維ゲル上低カルシウム培養
の場合を除き、BP180 の沈着が観察された（図 18A、D、G、J）。生体で真皮層の I型

















2.5	 まとめ	 	 

















（A）I 型コラーゲン分子上で 30 µM Ca 含有培地を用いて培養した HFKs の接着様式  
 
（B）I 型コラーゲン線維ゲル上で 30 µM Ca 含有培地を用いて培養した HFKs の接着様式  
 
（C）I 型コラーゲン分子上で 1.8 mM Ca 含有培地を用いて培養した HFKs の接着様式  
 








図２１	 I 型コラーゲン分子上および I 型コラーゲン線維ゲル上で培養した、HFKs の
生存に影響を与えると予想される伝達シグナルの模式図	 
	  HFKs を、低（30 µM）あるいは高（1.8 mM）カルシウム含有培地を用いて I 型コラーゲン分子上、
あるいは I 型コラーゲン線維ゲル上で培養する場合の接着を模式的に示した。	 
	 低カルシウム含有培地を用いて I 型コラーゲン分子上で培養した HFKs は（1）培地に含まれる液性
因子および（２）細胞外マトリクスの足場への接着から活性化するシグナルの影響を受ける(A)。I 型
コラーゲン線維ゲル上では、接着足場からのシグナルは阻害される（B）。  









I 型コラーゲン分子  
I 型コラーゲンゲル  
IV 型  コラーゲン  
ラミニン 5 

















第３章	 IV 型コラーゲン網目ゲル上で低濃度カルシウム培地を用いた	 








均 41 nmから 44 nmの間隔で 3 本から 5 本に分岐した網状の構造が重層し、微細な網
目構造を呈している	 [17]。ヒト皮膚の基底膜では IV型コラーゲンは会合体を形成し













マーカーであるミオシン重鎖を発現するようになる[24]。第 2 章で、I 型コラーゲン
線維ゲル上培養HFKsが形成する細胞塊中央部には IV型コラーゲンの集積が観察され、
同時にその周囲に HFKs を I 型コラーゲン線維ゲルに繋ぎ止める機能を持つ、基底膜




[81]。マトリゲルは EHS 肉腫から抽出した複数の基底膜成分で構成され、約 60 %が








	 第 3 章では、IV 型コラーゲン網目ゲルが基底膜様培養基質として、HFKs に与える
影響を調べることを目的とした。具体的にはHFKsを IV型コラーゲン網目ゲルの上で、
規定のままのカルシウム濃度(30 µM)含有 K110 type II培地をを用いて培養し、増殖や
分化等の細胞挙動を研究した。平行してゲル化したマトリゲル上、および IV 型コラ
ーゲン分子上で培養し、HFKs の増殖や分化状態を比較した。ラミニン 5 沈着状態に




	 HFKsは Cascade Biologics (Portland、OR、USA)より購入し、第１章同様、表皮角化
細胞用無血清培地 K110 type II(極東製薬工業株式会社、東京)を用いて培養した。	 
	 IV型コラーゲンは林らの方法[18、20]に準じ、ウシレンズ嚢から 0.5	 M酢酸を用い
て精製し、1 mM 塩酸で透析し、置換した溶液を調製した。IV 型コラーゲンを培養容
器に分子状にコートするために、IV型コラーゲン溶液を 1 mM塩酸を用いて 10 µg/mL
に希釈し、2 時間、室温で静置した。IV 型コラーゲン網目ゲルを調製するために、IV
型コラーゲン溶液を 10 倍濃度の PBS(-)を用いて中和し、終濃度 2	 mg/mL となるよう
に調製後、4	 ℃で5日間静置しゲル化を確認した。96-well culture plateには100 µL/well、
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12-well heavy Teflon-coated slides（ThermoFisher Scientific Inc.、USA）には 3 µL/wellと
なるように、IV型コラーゲン溶液を用いた。	 
	 マトリゲルは BD BioScience社（東京、日本）より購入した。氷上で融解し、プロト
コルに準じて使用した。PBS(-)を用いて 2 mg/mLとなるように希釈し、96-well culture 
plateには 100 µL/well、12-well heavy Teflon-coated slides（ThermoFisher Scientific Inc. 、






!3"1$マウスモノクローナル抗体(P1F2)はDr.W. G. Carter (Fred Hutchinson Cancer 
Research Center、Seattle、WA、USA)より供与された。抗Akt$ウサギポリクローナル抗
体と抗リン酸化Akt (Ser473) $ウサギポリクローナル抗体、抗p44/42 MAP kinase$ウサ
ギポリクローナル抗体は New England Biolabs (Ipswich、MA、USA)より購入した。抗
リン酸化ERK (Tyr-204) -ウサギポリクローナル抗体(E-4)はSantaCruz Biotechnology 
(Santa Cruz、CA、USA)より、抗"-actin-マウスモノクローナル抗体(clone AC-15)はSigma 
(St. Louis、MO、USA)より購入した。抗リン酸化FAK (pY397) -ウサギポリクローナル
抗体と抗リン酸化パキシリン(pY31) -ウサギポリクローナル抗体はBiosource 








	 中和した IV型コラーゲン溶液を、2 mg/mLの濃度で 0.5 mL用いて 24-well culture 
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plate に処理し、4	 ℃で 5 日間静置し、IV 型コラーゲン網目ゲルの形成を確認した。
1.2.1 に記述した方法で、24-well culture plate に中和した I 型コラーゲン溶液を 1 
mg/mLの濃度で 、0.5 mL用いて I型コラーゲン線維ゲルを調製した。ゲル化を確認
した後、K110 type II培地を添加、1 時間静置し置換した。HFKs（2.0	 x	 104	 cells/well）
を K110 type II培地に縣濁後、IV型コラーゲン網目ゲルおよび I型コラーゲン線維ゲ
ル上に播種し、2 日間培養した。培地を除去し試料を PBS(-)で洗浄した後、改変ザン
ボーニ固定液（0.2 % ピクリン酸、4 % パラホルムアルデヒド、0.1 Mリン酸緩衝液
（pH7.4））で 30 分間、室温で処理し、さらに 1 % オスミウム酸ザンボーニ固定液を
30 分間、室温で処理した。エタノール希釈系列を用いて脱水した後、試料を臨界点乾
燥装置（HITACHI Critical Point Dryer Model HCP-2、日立、東京)）を用いて乾燥させ





	 細胞播種前に、96-well cell culture plate wellに中和したIV型コラーゲン溶液（10 
µg/mL、100 µL）を処理し、2時間、室温で静置し、IV型コラーゲン分子を塗布した培
養容器を用意した。96-well cell culture plate wellに中和したIV型コラーゲン溶液（2 
mg/mL、100 µL）を加え、4	 ℃で5日間静置しIV型コラーゲン網目ゲルを調製した。マ
トリゲルは2 mg/mLとなるようにPBS(-)で希釈し、96-well cell culture plate well に100 
µL添加し、室温でゲル状に調製した。HFKsを各基質上に5 x 10３	 cells/wellとなるよう
に、K110 type II培地を用いて縣濁した後播種し、経時的に生細胞数を計測した。生細
胞数はCell Counting kit-8 (Dojindo、熊本)を用いて定量した。Cell Counting kit-8をプロ
トコルに従い使用して、２時間呈色後、マイクロプレートリーダーSH-9000 Lab, Corona 






（10 µg/mL、3 µL/well）を	 12-well heavy Teflon-coated slides（ThermoFisher Scientific Inc.、
USA）に添加し、2時間、室温で静置し、IV型コラーゲン分子をコートした培養容器
を調製した。12-well heavy Teflon-coated slidesに中和したIV型コラーゲン溶液（2 mg/mL、
3 µL）を加え、4	 ℃で5日間静置しIV型コラーゲン網目ゲルを調製した。マトリゲルは
2 mg/mLとなるようにPBS(-)で希釈し、3 µL/ wellで添加し,室温でゲル状に調製した。
HFKsをK110 type II培地を用いて縣濁した後に、上記の基質および未処理の12-well 
heavy Teflon-coated slides上に2 x 103	  cells/well、30 µL/wellとなるように播種し、6時間、
１日培養した後、培地を捨ててPBS(-)で3回洗浄し、2 % ホルムアルデヒド／PBS(-)溶
液を室温で20分間処理して固定した後、0.1	 % Triton X-100溶液で2分間透過処理をし
た。続いて1 % BSA／PBS(-)溶液を用いて、室温で1時間ブロッキング処理を行った後、
In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein kit (Roche Diagnostics GmbH、Mannheim、
Germany)をプロトコルに準じて用い、DNA 断片を蛍光標識した。全接着細胞数を求
めるために細胞核を4-,6 diamidino-2-phonylindole (DAPI) (Vector Laboratories 








	 細胞播種前にIV型コラーゲン溶液（10 µg/mL、3 µL/well）を	 12-well heavy 
Teflon-coated slides（ThermoFisher Scientific Inc.、USA）に添加し、2時間、室温で静置
し、IV型コラーゲン分子をコートした培養容器を調製した。12-well heavy Teflon-coated 
slidesに中和したIV型コラーゲン溶液（2 mg/mL、3 µL）を加え、4	 ℃で5日間静置しIV
型コラーゲン網目ゲルを調製した。マトリゲルは2 mg/mLとなるようにPBS(-)で希釈し、
3 µL/ wellで添加し,室温でゲル状に調製した。HFKsをK110 type II培地を用いて縣濁し
 69 
た後に、上記の基質および未処理の12-well heavy Teflon-coated slides上に2 x 103	  
cells/well、30 µL/wellとなるように播種し、1日、2日培養後、培地を捨ててPBS(-)で3
回洗浄し、2 % ホルムアルデヒド／PBS(-)溶液を室温で20分間処理し固定した後、
0.1	 % Triton X-100溶液で2分間透過処理をした。続いて1 % BSA／PBS(-)溶液を用いて、
室温で1時間ブロッキング処理を行った後、推奨プロトコルに従って1 % BSA／PBS(-)
溶液を用いて希釈した、各一次抗体を用いて4	 ℃で終夜静置した。PBS-Tで3回洗浄後、
Alexa FluorTM488-conjugated goat antimouse IgG (Molecular Probes、Inc.、OR、USA)、あ
るいはrhodamine-conjugated goat IgG fraction against rabbit IgG (Organon Teknika、
Durham、NC、USA)抗体で室温、1時間染色し、さらにPBS-Tで3回洗浄後、DABCO
（1,4-diazabicyclo-[2.2.2] octane、Sigma Chemical Co.、USA）（2.5	 mg/mL）溶液を用




	 細胞播種前に、IV型コラーゲン溶液を10 µg/mLに希釈して、24-well culture plateに500 
µL/wellで処理しIV型コラーゲン分子をコートした培養容器を調製した。中和したIV型
コラーゲン溶液（2 mg/mL）を24-well culture plateに500 µL/wellとなるよう添加し、4	 ℃
で5日間静置してIV型コラーゲン網目ゲルを調製した。マトリゲルを2 mg/mLとなるよ
うにPBS(-)で希釈し、24-well cell culture plate well に500 µL添加して室温でゲル状に調





心した後、沈殿を回収し、0.2 mLのcell lysis緩衝液(20 mM Tris-HCl（pH 7.5）、150 mM 
NaCl、1 mM EDTA、1 mM EGTA、1 % Triton X-100、2.5 mM sodium pyrophosphate、1 






等量のSDS-PAGE泳動用のサンプルローディング緩衝液（4 % SDS、125 mM Tris–HCl 
(pH 6.8)、15 % glycerol、0.018	 % bromophenol blue）を加えて3分間、100	 ℃で加熱し、






抗体を各々添加して、室温で1時間静置した。PBS-Tで3回洗浄後、Western blot detection 
system, Enhanced Chemiluminescence Plus (Amersham Pharmacia Biotech, UK)を用いて




	 IV 型コラーゲン分子を接着の足場とした HFKs は、培養初期からよく接着、伸展し
た（図 22M）。この結果は既報の結果と一致する[80]。細胞は伸展形態を保ったままコ
ンフルエントになるまで増殖し、敷石状の形態を示した（図 22N-P）。IV型コラーゲン




IV 型コラーゲン網目ゲルの上で１日培養した HFKs を、走査型電子顕微鏡を用いて観
察すると、IV 型コラーゲン網目ゲルの表面は全体に平滑で、コラーゲン会合体の網目




D 矢印）。ゲル化マトリゲル上で培養した HFKs は、培養初期は IV 型コラーゲン網目
ゲルと同様の傾向を示し、培養 4 時間目で細胞は一定の方向に整列し集積した。この
とき IV型コラーゲン網目ゲル上で培養した HFKsとは異なり、集合した個々の細胞は
伸展しなかった（図 22F）。培養 1 日では凝集した細胞塊と伸展した細胞、両方の形態
が観察された（図 22G）。培養 2 日目では大きな細胞塊が形成され、細胞塊を構成する
個々の細胞は収縮していた（図 22H）。マトリゲルのゲル上では、観察期間を通して個々
の細胞の伸展は抑制され（図 22E-H）、培養 2 日目では IV 型コラーゲン網目ゲル上で
ほとんどの細胞が伸展していることと対照的であった。未処理の培養容器（図 22I-L）
および IV 型コラーゲン分子の上で培養した HFKs（図 22M-P）は、伸展を保ち単層の





























体、抗インテグリン !2"1 抗体および抗インテグリン !3"1 抗体を用いて蛍光免疫染色
法で染色した。培養開始 7 時間で IV 型コラーゲン網目ゲル上、IV 型コラーゲン分子
上、そしてゲル化マトリゲルの上で培養した HFKs は、それぞれ特徴的な形態を示し
た。IV 型コラーゲン分子上で培養した HFKs は、I 型コラーゲン分子の上で培養した
HFKs で観察される形態によく似た楕円形の伸展形態をとり細胞周囲にビンキュリン







グリン !2"1 も同様の染色像を示した（図 26H）。インテグリン !3"1 の局在は見られ
なかった（図 26I）。一方マトリゲルのゲル上で培養した HFKs には、ビンキュリンの
染色による接着斑様の構造は観察されなかった(図 26D-F)。 







された（図 27G）。このとき接着斑構造にはインテグリン !2"1（図 27H）、インテグリ
ン !3"1（図 27I）共に発現していた。ゲル化マトリゲル上ではビンキュリン染色によ




ンテグリンは、インテグリン !2"1（図 27B）は消失し、かわってインテグリン !3"1
が染色された（図 27C）。	 
	 
3.3.5	 ラミニン 5 の沈着とインテグリン !6"4 の発現	 
	 HFKsを 2 日間、IV型コラーゲン分子の上で培養し、抗インテグリン !6"4 抗体およ
び抗ラミニン 5 抗体を用いて免疫染色を行った。インテグリン !6"4 は細胞周辺に点
状に染色され（図 28A）、ラミニン 5 の沈着も観察された（図 28B）。IV型コラーゲン
網目ゲル上で HFKs を 2 日間培養し、抗インテグリン !6"4 抗体および抗ラミニン 5
抗体を用いて免疫染色を行った。インテグリン !6"4 は細胞周囲に点状に染色され（図





基表面および IV型コラーゲン網目ゲル上で 1 時間(1	 h)、4 時間(4 h)、1 日(1	 d)培養
した細胞を回収して試料とし、ウエスタンブロッティングを行った。Erk1/2 の活性化
は、培養期間を通して培養に用いたすべての基材上で、接着した細胞が検出可能な場
合は維持されていた（図 29	 p-Erk1/2）。 
	 一方 Aktは培養 1 時間(1	 h)、4 時間(4	 h)、1 日(1	 d)で IV型コラーゲン分子上（図
 74 
29 4c、p-Akt）、ゲル化マトリゲル上（図 29 mg、p-Akt）で培養した HFKsで活性化し
ていた。未処理の培養容器表面で培養した HFKs は、培養開始 1 時間では接着細胞数
が少なくシグナルが検出できないが(1	 h)、4 時間(4 h)、1 日(1 d)では Aktは活性化
していた（図 29 NT、p-Akt）。IV型コラーゲン網目ゲル上で培養した HFKsは、培養








	 一方 FAKは,培養 1 時間(1 h)、4 時間(4 h)、1 日(1 d)で IV型コラーゲン分子上培
養では活性化していた（図 29 4c、p-FAK）。未処理の培養容器表面（図 29 NT、p-FAK）
および IV型コラーゲン網目ゲル上（図 29 4g、p-FAK）で培養した HFKsは、培養開
始 1 時間(1 h)では接着細胞数が少なくシグナルが検出できないが、4 時間(4 h)、1 日

























図２２	 HFKs 細胞形態の位相差顕微鏡観察像  
	 HFKs を IV 型コラーゲン網目ゲル上（A-D）、ゲル化マトリゲル上（E-H）、未処理培養容器表面（I-L）、
および IV 型コラーゲン分子上（M-P）で培養し、培養 1 時間(A、E、I、M)、4 時間(B、F、J、N)、







A                                      B 
 
図２３	 I 型コラーゲン線維ゲルおよび IV 型コラーゲン網目ゲル上で培養した HFKs
の走査型電子顕微鏡観察像  
	 HFKs を 30 µM カルシウム含有培地を用いて I 型コラーゲン線維ゲル上（A）および IV 型コラーゲ








































B. apoptosis positive cell rates
 
図２４	 IV 型コラーゲン網目ゲル上で培養した HFKs の増殖とアポトーシス誘導率  
	 HFKs を IV 型コラーゲン網目ゲル(IV col.gel)、IV 型コラーゲン分子(IV col.coated)、ゲル化マトリゲ
ル(matrigel)および未処理培養皿  (non treated)上にて 30 µM カルシウム含有培地を用いて培養した。培
養 1 日、2 日、3 日後に MTT 法を用いて生細胞数を定量した。縦軸の数値は吸光度（OD 450 nm）を









図２５	 培養 2 日間の HFKs のインボルクリンの免疫染色像  






図２６	 培養７時間の HFKs の接着斑とインテグリン !2"1、!3"1 の免疫染色像	 
	 HFKs を IV 型コラーゲン分子上（A-C）、ゲル化マトリゲル上（D-F）および IV 型コラーゲン網目
ゲル上（G-I）で 7 時間培養後、免疫染色を行った。細胞を固定した後、抗ビンキュリン抗体（A、D、
G）、抗インテグリン !2"1 抗体(B、E、H)および抗インテグリン !3"1 抗体(C、F、I)を用いて染色した。	 
	 	 vinculin 	 integrin !2"1 	 integrin !3"1 
A B C 
D E F 




図２７	 培養２日の HFKs の接着斑とインテグリン !2"1、!3"1 の免疫染色像  
	 HFKs を IV 型コラーゲン分子上（A-C）、ゲル化マトリゲル上（D-F）、IV 型コラーゲン網目ゲル上
（G-I）で２日間培養後、免疫染色を行った。細胞を固定した後、抗ビンキュリン抗体（A、D、G）、
抗インテグリン !2"1 抗体(B、E、H)および抗インテグリン !3"1 抗体(C、F、I)を用いて染色した。	 
	 	 vinculin 	 integrin !2"1 	 integrin !3"1 
A B C 
D E F 








図２８	 培養２日間のインテグリン #6!4 とラミニン 5 の免疫染色像	 
	 HFKs を IV 型コラーゲン分子上（A、B）あるいは IV 型コラーゲン網目ゲル上（C、D）で 2 日培
養後、免疫染色を行った。細胞を固定した後、抗インテグリン !6"4 抗体  (A、C)および抗ラミニン 5
抗体(B、D)を用いて染色した。	 
 








図２９	 生存シグナルおよび接着斑構成成分の活性化  
	 HFKs は IV 型コラーゲン分子上（4c）、ゲル化マトリゲル上（mg）、未処理培養皿上（NT）および
IV 型コラーゲン網目ゲル上（4g）で培養した。1 時間(1 h)、4 時間(4	 h)そして 1 日(1	 d)培養後、cell 
lysis 緩衝液を用いて試料を調製し、生存シグナルである抗 Akt 抗体(Akt)、抗 p-Akt 抗体(p-Akt)、抗
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系として IV 型コラーゲン会合体が HFKs の挙動に与える影響を調べることにした。









ン !2"1 を介して接着、伸展し(図 26B)、その後の培養期間中に I 型コラーゲン分子
上の培養のときと同様に、HFKsにより産生されたラミニン5が足場に沈着し(図28B)、






	 IV型コラーゲン網目ゲルの上で培養した HFKsの形態は I型コラーゲン線維ゲル上
とは異なり、伸展を維持しながら細胞同士で整列、集合して細胞塊を形成した。アポ
トーシス誘導は I型コラーゲン線維ゲルと比較すると緩慢で（培養１日で 20	 %程度、











































一方、IV 型コラーゲン網目ゲルは 4	 ℃で数日かけて会合し、調製した後数分では溶
液状である。そのためマトリゲルに含有される IV 型コラーゲンが、再構成 IV 型コ
ラーゲン網目ゲルと同じ会合体構造を形成しているとは考えにくい。形成される会合
体構造の強靭さ、力学的強度の差違が、接着斑形成に影響を与えている可能性がある
と考えている。またマトリゲル成分の構成比は構成成分の約 60 %がラミニン 1、約




る。またラミニン 1 とラミニン５が HFKs に与える影響の違いが関与している可能性
も示唆される。	 
	 ラミニン 5 の沈着に関しては、培養 2 日目で IV 型コラーゲン網目ゲル上には I 型
コラーゲンとは異なりラミニン 5 が沈着していた（図 27D）。IV型コラーゲン分子と
ラミニン 5 分子は直接相互作用する	 [85]。この相互作用の他にも、VII 型コラーゲ
ンは I型コラーゲンよりも、IV型コラーゲンやラミニン 5 に親和性が高いので[86]、
HFKsが産生した VII型コラーゲンを介して足場の IV型コラーゲン網目ゲルに間接的
にラミニン 5 がより多く沈着する可能性も考えられる。他にも間接的に２つのタンパ
ク質を結合させるタンパク質が報告されており、たとえば Extracellular Matrix Protein 




め、全長が 100 nm程度のラミニン 5 分子[87]が細胞塊表面とゲル表面の間に物理的
な接触、滞留をして会合体に相互作用する可能性も考えられる。これらの複数の要因



























ン網目ゲル上では、初期の接着はインテグリン !2"1 を介するが、2 日培養後にはイン
テグリン !3"1 およびインテグリン !2"1 が共在していた。培養期間を通じて、ゲル化
マトリゲル上では接着斑は観察されなかった。生存シグナル Erk1/2 は基質の種類にか



























ことで、HFKs はラミニン 5 を介した接着が可能になり、生存シグナル活性化が亢進
されたためと考えている。正常な基底膜に近い接着基質と考えられる IV 型コラーゲ
ン網目ゲル上での培養の場合は、細胞外のカルシウム濃度を上げなくても、ラミニン









は生存を維持できることがわかった。すなわち HFKs の生存にとっては、I 型および









































































インテグリン !2、 !3 切替	 増殖	 アポトーシス	 分化	 細胞塊形成	 ラミニン 5 沈着	 
未処理	 
I 型コラーゲン分子  
IV 型コラーゲン分子  
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養系で I 型あるいは IV 型コラーゲン会合体上に、表皮角化細胞が形成する接着装置およ
び細胞挙動の解析を行った。	 
	 表皮角化細胞を I 型コラーゲン線維ゲル上で培養し、細胞挙動を観察した。I 型コラー
ゲン分子上での表皮角化細胞の培養法および詳細な接着様式の解析は既に報告されてお






がて自ら産生したラミニン 5 にインテグリン !3"1 を介して接着するようになり、伸展形
態を保ったまま敷石状に増殖した。この 2 つの結果を比較し、インテグリンの切り替え
が線維ゲル上では阻害されていることから、原因は I 型コラーゲン線維へのラミニン 5
の沈着不全によるものと仮定し、実験的に I 型コラーゲン線維とラミニン 5 が結合して










細胞塊周囲にラミニン 5 沈着とインテグリン !2"1、!3"1 を含む接着班形成が観察された。
生存シグナル Erk1/2 が活性化し、一方 Akt 活性化は抑制されていた。	 
	 表皮角化細胞は生体では基底膜に接着しているので、基底膜構成成分 IV 型コラーゲン
会合体（網目ゲル）を用いる培養系は、 IV 型コラーゲン分子や I 型コラーゲン会合体を
用いる系よりも生体条件に近いことが期待できる。そこで IV 型コラーゲン網目ゲル上で
表皮角化細胞を増殖条件で培養し、細胞挙動を観察した。 IV 型コラーゲン分子上で培養
した細胞は I 型コラーゲン分子と同様、未分化を保ち増殖を続けた。その一方、 IV 型コ
ラーゲン網目ゲル上では、 IV 型コラーゲン分子上あるいは I 型コラーゲン線維ゲル上培
養のどちらとも異なり、細胞は増殖せず、しばらくの間生存した。細胞は自律的に重層
化した後、細胞塊上部では、分化が誘導された後にアポトーシスがゆるやかに誘導され
た。下部の細胞は細胞周囲に接着班が形成され、インテグリン !2"1 と !3"1 の集積、ラ
ミニン 5 の沈着が観察され、未分化状態で生存した。生存シグナル Akt の活性化は抑制
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